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Protease from Clostridium histolyticum(ChNP)と clostripain(CP))を使用し、ラット肝細胞分離を行い、
それぞれ分離効率を比較検証した。肝細胞分離効率は分離肝細胞の収量と生存率、消化時間にて評価した。最
後に、ここまでの検証で判明した肝細胞分離の鍵を握る酵素成分が対象とする細胞外マトリックスを検証する
ために、in  vitro基質消化試験およびラット肝組織を用いた免疫蛍光染色を実施した。 
結果：コラゲナーゼとサーモリシンの相対的重要性に関する検証では、コラゲナーゼの量に依存して肝細胞収 
量の有意な変動を認めたが(100%コラゲナーゼ+100%TL群:7.53 ± 3.82 × 106 /g of tissue, 20%コラゲナー 
ゼ+100%TL群:1.74 ± 1.59 × 106 /g of tissue, P＜0.01、50%コラゲナーゼ+100%TL群:7.03 ± 4.46 × 106  
/g of tissue, 20%コラゲナーゼ+100%TL群:1.74 ± 1.59 × 106 /g of tissue, P＜0.01)、サーモリシンに 
関しては、80%減量しても同等の収量が得られることが判明した。コラゲナーゼサブタイプの役割に関しては、 
サブタイプ一方への依存度が低く、両サブタイプの相乗効果が顕著であり、またColGでは一定量の肝細胞が得 
られるが、ColHではほとんど回収できないことが明らかとなり(ColG + TL群：0.13 ± 0.07 × 106 /g of tissue,  
ColH + TL群：0.03 ± 0.03 × 106 /g of tissue, P＜0.01)、肝細胞分離においてコラゲナーゼサブタイプ 
が果たす役割は、膵島分離の場合と大きく異なることが示唆された。コラゲナーゼサブタイプ比率の至適化に 
関する検証では、基準群(GH比(5:5)群)と比較し、GH比(6:4)群が生存率を維持した状態で、有意に収量の増加 
と消化時間の短縮をもたらすことが判明した(収量;(6:4)群:14.45 ± 9.77 × 106 /g of tissue, (5:5)群:7.56  
± 3.49 × 106 /g of tissue, P＜0.05、消化時間;(6:4)群:335.9 ± 39.1秒, (5:5)群 384.8 ± 35.4秒, P 
＜0.01)。新規中性プロテアーゼを組み合わせた群では、従来のTL群と比較し、分離効率や培養肝細胞のin  
vitroの機能評価試験で同等の結果であり、有用性を認めなかった。基質消化試験では、コラゲナーゼサブタ 
イプはいずれも種々のコラーゲンを消化したのに対して、ラミニンとフィブロネクチンには消化作用を発揮し 
なかった。それとは対照的に、中性プロテアーゼであるサーモリシン、ChNP、およびCPでは、いずれのコラー 
ゲンも消化されなかったものの、ラミニンとフィブロネクチンのみ消化された。極めて興味深いことに、コラ 
ーゲンⅣとⅤはColGによって消化されるが、ColHでは消化されないことが判明した。さらにコラーゲンⅣに対 
する免疫蛍光染色においても、ColH処理の前後ではほぼ変化が認められなかったものの、ColG処理後には、肝 
組織上のコラーゲンⅣの発現が顕著に低下した。 
結論：リコンビナント酵素剤を用いた本研究により、肝細胞分離においてはコラゲナーゼが中性プロテアーゼ
よりも相対的に重要であることが判明した。また、コラゲナーゼサブタイプ組成比に関しては、GH比(6:4)群
が肝細胞分離の効率を高めることが明らかとなった。さらに基質消化試験と免疫蛍光染色により、ColG の重
要な対象基質の一つがコラーゲンⅣであることが初めて明らかとなった。今後、肝組織内に存在するコラーゲ
ンⅣの半定量化を行い、ColG 量を至適化することで、テーラーメイド型の肝細胞分離に近づくことが可能に
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なると推測される。本研究は、肝細胞分離の細胞分離酵素の至適化における重要な第一歩となる意義を有して
いる。 
 
